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Abstract of DE1 951 4310 

The invention relates to cloning vectors for 
eucaryotic cells comprising an expression 
cassette in which the transgene is arranged 
behind the regulating component and the 
transgene is followed by an internal ribosome 
entry sequence and a selection gene. These 
vectors are suitable for the transfection of 
eucaryotic cells usable in gene therapy. 
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@ Vektoren zur Transfektion von eukaryotischen Zelien, deren Verwendung und damrt transfizlerte Zielzellen 

@ Offenbart warden Jdonierungsvektoren fOr eukaryontlsche i — — — i| — ; - i g; 

Zelien, die etna Expressfonskassette umfawen, bei der das ' n 1 

Transgen hlnter dem regulatonschen Element angeordnat tot a a a 

und das Transgen gefolgt wird von ainer Internen Riboso- ^ 
man-Bntrittaequenz und einem Selektlonsgen. Dlese Vekto* v3 ^VW\ 

ran aignen sich zur Transfektion von eukaryotischen Zelien, 
die bei der Gantherapie Verwendung findan kdnnen. 
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Beschreibung b) wenigstens ein zu exprimierendes Gen; 

c) wenigstens eine interne Ribosomen-Eintrittsse- 
Gegenstand der vorliegenden Erfmdung sind Vekto- quenz (IRES); 

ren, die dazu dienen, zellfremde DN A in eukaryotische d) wenigstens ein Selektionsgea 

Zellen, insbesondere Vertebratenzielzellen, einru- 3 

schleusen, urn die auf dieser zellfremden DNA kodierte Das regulatorische Element (a) kann einen Promotor 
Information mdgiichst effizient zu exprimieren. umfassen, der bevorzugt ausgewahlt ist aus der Gruppe 

Um <fie Zielzeilen dazu zu bringen, ein fremdes Gen- bestehend aus CMV-Promotor und ^Aktinpromotor. 
produkt zu exprimieren, muSdie DNA zunachst in die Weiterhin kann das regulatorische Element weitere ver- 
Zielzellen eingebracht werden. Hierzu kann Plasmid- 10 starkend wirkende Bestandteile (sog. "enhancer") auf- 
DNA mittels Transfektion, beispielsweise durcn Elek- weisen. 

troporation, Lipofektion, Kalciumprfizipitation oder Bei dem zu exprimierenden Gen (b) handelt es sich 
PartikelbeschluB in die Zielzeilen eingebracht werden. bevorzugt um Gene, die kodieren fur lnterleukin-1 (IL- 

EmeandereM6gUchkeit,dieFremd-DNAmdieZiel- 1), InterIeukin-2 (IL-2), Interleukin-3 (ILrS), 
zellen einzubringen, ist die Verwendung von Retroviren, 15 Interleukin-4 (IL-4X Interleukin-6 (IL-6), Granulocyten- 
bei denen die DNA in ein Protein eingehttilt ist Im Fall Kolonie stimulierendem Faktor (G-CSF^ Granulocy- 
der Retroviren wird die DNA stabil in das Genom sich ten-Makrophagen-Kolonie stimulierendem Faktor 
teilender Zellen eingebaut (GM-CSF), Erythropoetin (EPO), StammzeUfaktor 

Bei der Verwendung von Plasmiden wird die Fremd- (SCF), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interferon-a 
DNA nur bei einem geringen TeU der Zellen, die die 20 (IFN-a), Interferon-p (IFN-0) oder Interferon-v (IFN-y). 
Frcmd-DNA aufgenommen haben, auch wirklich ins Es ist jedoch auch moglich, andere Gene zur Expression 
Genom eingebaut zu bringen, beispielsweise das "green fluorescent prote- 

Der DNA-Transfer mittels Retroviren ist zwar effi- in" oder die P-Galactosidase. 
zienter.birgt aberauchgroBerebiologischeGefahren. WesenUich ist, daB der erfindungsgemafie Vektor a- 

Gegenstand der vorliegenden Erfmdung sind daher 25 ne interne Ribosomeneintrittssequenz (IRES) (c) auf- 
Vektoren, die den Plasmidvektoren zuzurechnen sind, weist, die in bevorzugter Ausftthrungsform ausgewahlt 
deren Verwendung und damit transfizierte Zielzeilen. ist aus den internen Ribosomeneintrittssequenzen, die 

Es ist bekannt, daB die Transfektionseffizienz bei ursprungHch aus Picornaviren oder dem Encephaio- 
Plasmidvektoren zu wOnschen Qbrig lfifit Auch die Ex- myocarditis-Virus herstammen. 
presson des von der zeUfremden DNA kodierten Gens, 30 Die erfindungsgemaBen Vektoren weisen ein Seiek- 
das im folgenden als Transgen bezeichnet wird, ist hau- tionsgen (d) auf, das bevorzugt ausgewahlt ist aus Resi- 
fig nicht zufriedenstellend. Aufgabe der vorliegenden stenzgenen gegen Antibiotika, insbesondere dem Neo- 
Erfindung ist es daher, Vektoren bereitzustellen, die die- raycm-Phosphotransf erase-Gen und dem Hygromycin- 
se Nachteile flberwinden. Phosphotransf erase-Gen. 

Die Effizienz eines Transfektionsvektors wird durch 35 In einer ganz besonders bevorzugten Ausfilhrungs- 
seine Bestandteile und das Zusammenwirken dieser Be- form weist der erfindungsgemaBe Vektor ein Selek- 
standteile maflgeblich bestimmt Ein wesentlicher Be- tionsgen auf, das cDN A des Thymidin-Kinase-Gens von 
standteil von Transfektionsvektoren ist ein Selections- Herpes simplex, fusioniert an DNA, kodierend fflr Neo- 
marker, der es erlaubt die transfizierten Zellen von den mycm-Phosphotransferase oder Hygromycin-Phospho- 
nichttransFizierten Zellen zu unterscheidea Meist han- 40 transferase umfafit In einer dieser bevorzugten Ausfflh- 
delt es sich hierbei um ein Gen, dessen Genprodukt rungsformen weist das chimare Gen die gesamte fur die 
Resistenz gegen ein Antibiotikum bewirkt Nach Trans- Neomycinresistenz kodierende DNA und die gesamte 
fektion kannen dann nur solche Zellen wachsen, die cDN A kodierend fflr das Thyrnidin-Kinase-Gen auf, wo- 
dieses Genprodukt (Resistenz) erfolgreich produzieren bei diese beiden Gene durch ein "Scharnier" miteinan- 
FQr VertebratenzeUen wird haufig das Neomyzin-Resi- 45 der verbunden sind. Bei diesera Scharnier handelt es sich 
stenzgen("neo w )verwendet . vorzugsweise um eine kurze Aminosauresequenz, die 

Weiterhin weisen Vektoren regulatorische Sequen- " besonders bevorzugt durch vier Grycinreste gebildet 
zen auf, die die Transkription und Translation des Gen- wird. 

produktes, das in der Zielzelle erzeugt werden soli, steu- Weiterhin weisen die erfindungsgemaBen Vektoren 
g m 50 in bevorzugter AusfQlirungsform in Transkriptionsrich- 

AuBerdem weisen Vektoren solche genetischen Ele- tung nach dem Selektionsgen einen Genbereich Intron/ 
mente auf, die zur Vermehrung des Vektors erforderlich poly AD auf. Der bei den erfindungsgemaBen Vektoren 
SU1( L bevorzugt verwendete Abschnitt "Intron/poly AJ>" ent- 

SchlieBlich besitzt ein Transfektionsvektor das Gen, stammt dem Virus SV40 und enthait dessen kleines In- 
das in den Zielzeilen zur Expression gebracht werden 55 tron und eine sehr effiziente Poryadenylierungsstelle. 
solL Dieses Transgen wird wegen seinem Genprodukt in BekanntermaBen sind Introns kleine Abschnitte in der 
die Zielzelle eingebaut Wenn das Transgen fur einen DNA und der prirnaren RNA, die die Jtodierenden Teile 
Wachstumsfaktor bzw. ein Zytokin oder ein anderes der Nukleinsauren unterbrechen. Im Zuge der Reifung 
therapeutisch relevantes Protein kodiert, kann die ent- der RNA werden diese Introns entfernt (Spleiflen), so 
sprechend transfizierte Zelle auch bei der Gentherapie «> daB nur die kodierenden Bereiche der RNA Obng blei- 
verwendet werden. hen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfmdung sind daher Es hat sich herausgestellt, daB fur eine efnziente Ex- 
Vektoren zur Transfektion von Zellen, die eine Expres- pression von Transgenen ein mindestens einmahges 
sionskassette mit mehr als einem Cistron aufweisen, die SpleiBen der RNA vorteilhaft ist Daher kann in einer 
in Richtung vom 5'-Ende zum 3'-Ende folgende Be- 65 bevorzugten Ausftthrungsform im (*- Aktinpromotor em 
standteile aufweisen: weiteres Intron vorhanden sein, und zwar am Ende des 

p-Aktinpromotors. 

a) wenigstens ein regulatorisches Element; Die PolyadenylierungssteUe am Ende einer Trans- 
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kriptiotiseinheit dient dem AbschluB der RNA-Polyme- Besonders vorteilhaft ist bei dieser Anwendung, wenn 
rase II-Tatigkeit und gibt so die Stelle an, an der die ein Vektor verwendet wird, der ein 0 suizicF-Gen auf- 
Transkription zu beenden ist Die Poryadenylierungs- weist Dadurcb kann die Expression des Transgenes zu 
stelle bildet, meist verbunden mit einer AATAAA-Se- demgewflnschtenZeitpunktabgeschaltetwerdea 
quenz die Stelle, an der der sogenannte Poly-Adenosin- 5 In Abb. 1 ist der Unterschied zwischen einexn bevor- 
Schwanz an die unretfe RNA angehangt wird Dieser zugten erfindungsgemaBen Vektor und dem klassischen 
Poly- A-Schwanz dient wahrscheinJich der Stabilitat der Vektortyp schematisch dargesteOt Bei dem aus dem 
RNA und ist ein Zeichen fur reife eukaryontische Mes- Stand der Technik bekannten klassischen Vektortyp 
senger-RNA. wird die Expression des Transgens unabhfingig von der 

Schliefllich weisen die erfindungsgemaBen Vektoren 10 Expression des Resistenzmarkers (hi er: neo) gesteuert, 
in bevorzugter AusfOhrungsform am 3'-Ende des Kon- wesbalb audi zwei verschiedene Promotoren zur Regu- 
struktes eine NTS-Sequenz auf. In bevorzugter AusfQh- Iierung der Expression verwendet werden mfissea 
rungsform ist die NTS-Sequenz eine kurze murine 1m Unterschied hierzu sind bei dem erfindungsgcmfl- 
DNA-Sequenz mit etwa 50 Basenpaaren langen AT-rei- Ben Vektor sowoh! das Transgen wie auch das Selek- 
chen Anteilea Ursprflnglich stammt diese Sequenz aus 15 tionsgen zu einer groBen Kassette verbunden, bei der 
rDNA-Cistrons im Bereich der RNA-Polymerase I sowohl das Transgen wie auch das Selektionsgen von 
Transkriptions-Startstelle. Wenn diese Sequenz in Plas- einem einzigen Promoter kontrolliert werden. 
mide integriert wird und mit diesen Vektoren murine Die Einfflgung der IRES-Sequenz zwischen dem 
Zellen transfektiert werden, kommt es zu einer Amplifi- Transgen und dem Selektionsmarker eriaubt eine Wie- 
zierung der Vektor-DNA. Letztere wird dana in hoher 20 deraumahrae der Translation der gemeinsamen mRNA 
Kopienzahl im Genom integriert, wiedergefundea Fur durch die Ribosomen am Ende der IRES-Sequenz. Obli- 
die Transfizierung von humanen Zellen kdnnen entspre- cherweise wOrde in eukaryontischen Zellen die Transla- 
chende humane NTS-Sequenzen Verwendung fmdea tion nach dem Stoppkodon in der cDNA des Transgens 

Die erfindungsgemaflen Vektoren weisen eine Ex- abbrechen und damit die Translation des Selektions- 
pressionskassette mit mehr als einem Ostron auf; be- 25 markers vereitela Die IRES-Sequenz ist viralen Ur- 
vorzugt sind dicistronische Expressionskassettea Unter sprungs und bildet eine RNA-Hyperstruktur aus, die 
einem Cistron versteht man einen DN A- Bereich, der fur von Ribosomen als (neuer) Translationsstartpunkt er- 
eine bestimmte Polypeptidkette kodiert Erfindungsge- kannt wird, so daB trotz des Stoppkodons am Ende des 
m§B kodiert eine Expressionskassette wenigstens fflr Transgen-Abschnitts hinter der IRES-Sequenz weitere 
zwei Polypeptide, ntalich das Transgen und das Gen- 30 Proteine translatiert werden kdnnea 
produkt des Selekuonsgens. Grundsatzlicb ware es auch mGgiich, hinter oder auch 

Gegenstand der Erfindung sind auch eukaryotische vor das Selektionsgen eine weitere IRES-Sequenz ein- 
Zellen, die mit einem erfindungsgemaflen Vektor trans- zubauen und an diese weitere IRES-Sequenz ein weite- 
fiziert wurdea res Gen anzubindea Dadurch konnten zusatzliche Ge- 

Bei den eukaryotischen Zellen handelt es sich in be- 35 ne in multicistroaischen Expressionskassetten kloniert 
vorzugter AusfOhrungsform um humane Zellen, die be- werden und es kdnnten mehrere Proteine zur Expres- 
sonders bevorzugt ausgewahlt sind aus der Gruppe um- sion gebracht werdea Dies kann insbesondere dann ei- 
fassend Fibroblastea KnochenmarksvorlSuferzellea ne Rolle spielea wenn bei der Gentherapie mehrere 
VoriauferzeBen von weiBen Blutk6rperchen, Langer- Genprodukte in Zielzellen eingebracht werden sofien 
hans'sche Zellen und dendritische Zellea 40 und diese Genprodukte gleichzeitig exprimiert werden 

ErfindungsgemaB verwendet werden kdnnen die Zel- sollea 
len zur Expression von Genen in vitro, aber auch zur Die interne Ribosomen-Eintrittssequenz (IRES) wur- 
Expression von Genen in vivo, wobei bevorzugt die de bei mehreren Picoma-Viren aufgefundea Die IRES 
transfizierten Zellen Patienten verabreicht werden und bewirkt, daB fflr die Translation der mRNA die RNA 
dieZeUendasklomerteGenimPatientenexprimierea 45 nicht mit einer Kapj>e_versehenseinmuB. 

Eine andere Verwendung der erfindungsgemaBen An das Selektionsgen schliefit sich flblicherweise ein 
transfizierten eukaryontischen Zellen bietet die Anwen- Bereich Intron/pory AD aa 

dung bei Nutztierea Die erfindungsgemaBen Vektoren In bevorzugter Ausfflhrungsform weisen die erfin- 
kdnnen dazu verwendet werden, eukaryotische Zellea dungsgemaBen Vektoren am 3'-Ende, also am "hinteren 0 
die bevorzugt von dem jeweiligenNutztierstammen,zu 50 Ende des Konstrukts die sogenannte NTS-Sequenz auf. 
transfizierea Die NTS-Sequenz hat einen positiven EinfluB auf die 

Als Ausgangsmaterial k6nnen bevorzugt von dem je- Transkription des Konstrukts durch Veranderung der 
weUigen Tier herstammende Flbroblasten, Knochen- lokalen Chromosomenstruktur und kann so zur Amplifi- 
marksvoriauferzellea VoriauferzeDen von weiBen Blut- zierung des Konstrukts beitragea 
kdrperchen, Langerhans'sche Zellen oder dendritische 55 Die erfindungsgemaBen Vektoren weisen am 5'-Ende, 
Zellen verwendet werdea Diese Zellen werden dann also dem "Vorderen* Ende, wenigstens ein regulatori- 
mit dem erfindungsgemaBen Vektor transfiziert. Der sches Element auf. Bei den regulatorischen Elementen 
erfindungsgemafle Vektor beinhaltet dann das ge- handelt es sich in bevorzugter AusfOhrungsform um 
wflnschte Transgea Je nach dem erzielten Zweck kann Promotorea wobei besonders bevorzugt der sogenann- 
es sich hierbei um ein entsprechendes Gen handela Es 60 te CMV-Promotor oder der Human-p-Aktin-Promotor 
ist beispielsweise denkbar, das geeignete Wachstums- verwendet wird Der CMV-Promotor ist ein sehr star- 
borraon auf diesem Weg in Tiere einzubringen, die zur ker Promoter, mit dessen Hilfe in Zellkultur hohe Men- 
Fleischproduktion angezogen werdea Dadurch kann gen an Transgen, beispielsweise G-CSF produziert wer- 
ein schnelleres Wachstum erzielt werdea Eine andere den konntea Bei Herversuchen wurde allerdings ermit- 
AnwendungsmOglichkeit besteht bei Labortierea Bei 65 telt, daB dieser Promoter schnell wieder abgeschaltet 
Labortieren kann auf diese Art und Weise ein Transgen wurde, wenn die mit dem erfindungsgemaBen Vektor 
eingefOhrt werden, ohne daB es erforderlich ist, die veranderten Zellen in Mause transplantiert wurdea 
Keimbahnen der TSere zu verandern (transgene Tiere). Der erfindungsgemafl bevorzugt verwendete humane 
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fl-Aktin-Promotor wild nach der RflckfOhrung der wurde in den nachfolgenden Beispiclcn QberprOft Bei 
tnuisfiriertenZeUenerstwe^ den nachfolgenden Beispielen wurden verschiedene 

(mehr als 10 Tage). VergUchen mit dem CMV-Promotor Vektortypen miteinander verglichen. Bei der Testung 
hat der p-Aktin-Promotor in humanen Fibroblastenzel- der G-CSF Produktion wurden jeweils die gleichen 
ien allerdings nur etwa 50% der Aktivitftt des CNV-Pro- 5 Vektortypen einmal mit und einmal ohne NTS-Sequenz 
motors. In Abhangigkeit von dem beabsichtigten Ver- verglichen. Fur die in Abb. 6 aufgefflhrten Werte wurde 
wendungszweck muB daher ein entsprechend geeigne- der klassische Vektor (mit zwei Promotoren) yerwen- 
ter Promotor verwendet werden. Zusatzlich zu dem det, wohingegen Abb. 7Ergebm^sezeigtdtemiteinem 
Promotor kdnnen noch weitere, die Transkription ver- erfindungsgemflBen Vektor erhalten wurden. 
starkende Elemente, sogenannte Enhancer, eingebaut to Durch die nachfolgenden Beispiele soil einerseits der 
werden. EinfluB der NTS-Sequenz gezeigt werden, um einen sin- 

Als Seiektionsgen kann ein Gen verwendet werden, gularen Effekt z. B. nur auf den CMV-Promotor auszu- 
dessen Genprodukt Resistenz gegenflber Antibiotika schiieflen. Weiterhin wurden eifindungsgemafle Vekto- 
bewirkt In einer besonders bevorzugten Ausfflhrungs- ren mit herk6mmlichen Vektorkonstruktionen vergli- 
form der vorliegenden Erfindung ist das Seiektionsgen 15 chen, aus denen sich ergibt, daB der erfindungsgemaBe 
ein Fusionsgen aus dem Gen fur Thymidinkinase und Vektor wesentlich mehr G-CSF bildet 
dem Gen, das Resistenz gegenflber Neomyzin bewirkt 

Die Koexpression des Thymidinkinase-Gens, das von Beispiel 1 

Herpes simplex- Virus stammt, erlaubt es, Zellen, die die 

Thynudinkinase exprimieren, durch Ganciclovir (GCV) 20 Transfektionseffizienz 
selekdv abzutdten. Wenn also die erfindungsgemaQen 

Vektoren dazu verwendet werden, Zellen zu transfizie- Der erste Schritt bei der Testung eines Transfektions- 
ren, die bei der Gentherapie Verwendung finden, ist es vektors besteht darin zu untersuchen, in welchem Aus- 
wOnschenswert, ein Mittel an der Hand zu haben, diese mafi und in welcher GQte der Vektor seine Information 
Zellen auch wieder gezielt abzutotea Dies ist bet Ver- 2s in die Zielzelle einbringen kann. Als MaB hierfQr mag 
wendung des erMndungsgemaB bevorzugt eingesetzten die Bestimmung der Transfektionseffizienz dienen, d h. 
Fusionsprotein durch die parenterale Applikation von wie viele Zielzellen enthalten nach dem Versucb den 
Gancyclovir mdglich. Derartige "Suizid'-Gene werden Vektor und exprimieren (zumindest) das Markergen. 
bei den erfindungsgemaflen Vektoren besonders bevor- Bei der vorliegenden Erfindung wurde als Seiektionsgen 
zugt verwendet, da esmdglichseinmufl.genetischmani- 30 das Neomyzin- Resistenzgen verwendet 
pulierte Zellen bei der Gentherapie auch wieder abzu- Allgemein kann gesagt werden, daB Retroviren in der 
schalten. Es konnte auch experimentell gezeigt werden, Regel eine sehr gute Effizienz zeigen, was bedeutet, daB 
daB die transfizierten Zellen in vivo wieder abgeschaltet bis zu 100% aller Zellen erreicht werdea Bei Plasmiden 
werden kdnnea dagegen wird nur eine von 1.000 bis 100.000 Zellen 

Die erfindungsgemaflen Vektorkonstrukte sind ver- 35 transfiziert Gerade bei Plasmidvektoren ist daher eine 
haltnismaBig groB. Daher ist es nicht immer leicht, die Verbesserung der Transfektionseffizienz entscheidend. 
entsprechenden Transgene einzuklonieren. Erfindungs- In dem vorliegenden Versuch wurden humane Fibro- 
gemafl wurden daher weitere Konstrukte entwickelt, blasten der Unie KMST-6 verwendet Parallel wurden 
die nur Teile des Gesamtkonstrukts beinhalten. Wie sie einmal mit den erfindungsgemaflen Vektoren ohne 
Abb. 2 schematisch zeigt ist es moglich, nur Teile des 40 NTS und einmal mit den erfindungsgemaflen Vektoren 
GMV-Promotors bzw. des p-Aktin-Promotors und das mit NTS-Sequenz transfiziert Die Versuche wurden 
zu klonierende Gen (hier hu G-CSF) zu verwenden. durch Upofektion durchgefflhrt Unter Neomyzinselek- 
Derartige Teilvektoren erlauben ein einf aches Erseteen tion wurde dann bestimmt, wie viele unabhangige Kolo- 
des zu exprimierenden Gens (hier hu G-CSF) durch eine men in Zellkultur aus den Ursprungszellen heranwuch- 
gewQnschte neue Sequenz, welche im Anschlufl Ober 45 sen. Da kurz nach Lipofektion sehr viele Kolonien ent- 
zwei singuiare Schnittst_ellen (hier dargestellt als E, B) in stehen, bei denen das Plasmid nicht stabil in <tes Chro- 
das Gesamtkotistr^fTimkioniert werden kami Ohne mosom integriert wurde (transiente TransfektionX darf - - 
Probleme kann dies beispielhaft am p-Galactosidase- erst nach langerer Zeit die Anzahl der Kolonien berech- 
Gen gezeigt werden. net werdea Beim vorliegenden Beispiel wurden die Ko- 

Abb.3 zeigt einen anderen Vektor, bei dem das zu 50 lonien 14 Tage nach Selektioiisbeginn gezahlt, wenn die 
exprimierende Gen das Markergen GFP (Green fluo- Kolonien aus mehr als 20 Zellen bestanden. Ublicher- 
rescent protein) ist Die Besonderheit dieses Vektors weise haben diese Kolonien dann das Plasmid stabil ins 
kann darin gesehen werden, daB der Vektor singuiare Chromosom integriert und sie sterben auch unter fort- 
Schnittstellen fflr Restriktionsendonucleasen, namlich gesetztem Selektionsdruck mit Neomyzin nicht mehr 
PinA I und BamH I aufweist, ttber die andere Transgene 55 ab. Die Bestimmung der Transfektionseffizienz ist nur 
einkbniert werden kdnnen, so daB dieser Vektor in der ein relativer Parameter, weO es keine Standards fflr den 
Praxis hervorragend verwendet werden kann. Auch ein Selektionsdruck gibt Es ist also einleuchtend, daB Zel- 
schneUer Austausch von Promotoren ist bei diesem len, die hohe Mengen an Resistenzgenprodukt syntheti- 
Vektor mdglich. Die Verwendung der singularen Re- sieren, auch noch bei hdheren Hemmstoffen-Mengen zu 
striktionsschnittsteUe PinA I hat den Vorteil, daB sie «> Qberleben vermdgen als ZeUen, die kaum oder nur we- 
kompatibei ist mit DNA-Enden, die erzeugt wurden nig Resistenzgenprodukt erzeugen. In einer heteroge- 
durch die Restriktionsendonucleasen Xma I, SgrA I nen Kultur wird es also immer Zellen mit unterschiedh- 
Eco56 1, CfrlOl oder BseAI. BamH I ist kompatibel mit chen Resistenzniveaus geben, so daB die Transfektions- 
Fragmenten, die erzeugt wurden durch Bgl II oder Bel L effizienz immer nur bei einer Hemmstoffkonzentration 
Mit dem Einsatz von GFP in dem Vektor besteht die 65 in derselben Zellgattung vergleichbar ist Die Unter- 
MdgKchkeit, bequem zu testen, ob der Vektor fflr die schiede im Resistenzniveau kannen aber auch fur eine 
beabsichtigten Einsatzzwecke geeignet ist effiziente Selektion ausgenutzt werden. 

Die Wirksamkeit der erfindungsgemaflen Vektoren In dem vorliegenden Beispiel wurden 10 5 KMST-6 
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Zehen mit 4 ug DNA lipofektiert und danach aufgeteilt Ben Konstrukt soQ mh Hilfe der Selektion auf hohe 
Dann erst wurde die Selektion mit Neoxnyzin begonnen, Neomyzinresistenz gldchzeitig auch auf hohe Produkti- 
so daB zumindest die Ausgangsbedingungen fur aHe on an Transgen (hier: G-CSF) selektioniert werden, da 
Zellen gleich waren, Die Ergebnisse der Versuche sind dieselbe RNA ja beide Informationen tragt 
in den Abb. 4 und 5 dargestellt 5 In den Abb. 6 und 7 sind die Ergebnisse dieses Versu- 

Diesen Ergebnissen kann man jntnehmen, daB die ches zusammengefaBt Eine aileinige Erhdhung der 
NTS-enthaltenden Vektoren allgemein eine hGhere Neomyzinkonzentration bei der Selektion der Klone 
Transfektionseffizienz haben als ihre NTS-losen Gegen- erbrachte keine ErhOhung der G-CSF-Produktion. Die 
stQcke, Die NTS-enthaltenden Plasmide fOhren also Werte in den Spaiten G500 bis G3000 (Abb. 6) gelten 
nach Transfektion bei jedem Vektor in jedem Versuch 10 fQrdasDoppel-RNA-Plasmidunddie Werte pact500 bis 
zu mehr Koionien als die NTS-losen Plasmide. Dieses 0act2OOO (Abb. 7) fur das erfindungsgemSBe IRES-Kon- 
"Mehr" wird umso bedeutender, je hdher der Selek- strukt 

tionsdruck durch Neomyzin ist Die in Abb. 4 dargestell- In Abb. 6 werden Ergebnisse dargestellt, die mit ei- 
ten Versuche wurden mit dem CMV-Promotor durch- nem klassischen RNA-Vektor erbalten wurden. Die Ab- 
gefOhrt Die relative Verbesserung der Effizienz liegt 15 kurzung G bedeutet dabei ohne NTS-Sequenz, wohin- 
zwischen 1,5- und 7fach. gegen NG bedeutet: klassischer doppel RNA-Vektor 

mit NTS-Sequenz. In der oberen Grafik bedeutet dabei 
Beispiel 2 G 500: Transfektion mit klassischem Vektor (2 Promo- 

toren) ohne NTS-Sequenz, Selektion mit 500 ug/ml 
Diem Abb. 5 dargesteUten Versuche wurden mit dem 20 Neomycin, CMV-Promotor. Die AbkOrzung NG 500 
P-Aktin-Promotor durchgef Qhrt Die relative Verbesse- bedeutet Transfektion mit klassischem Vektor (2 Pro- 
rung der Effizienz liegt zwischen 2- und 4f acb. Wie er- motoren) mit NTS-Sequenz, Selektion mit 500 ug/ml 
wartet, sind natQrBch die scheinbaren Efnzienzen mit Neomycin, CMV-Promotor. Die hdheren ZahJen 1000, 
steigendem Seiektkmsdruck deutlich geringer als beim 2000 bzw. 3000 bedeuten Selektion mit 1000, 2000 bzw. 
Standardwert von 500 ug/ml Neomyzin. Der Effizienz- 25 3000 ug/ml Neomycin. 

Unterschied zwischen NTS-entbahenden und NTS-lo- In Abb. 7 sind Ergebnisse dargestellt, die mit dem 
sen Vektoren ist statistisch signifikant Zu beachten ist, erfindungsgem&Ben Vektortyp erzielt wurden. Die Ab- 
daB das IRES- Konstrukt bei Selektion mit 500 ug/ml kurzung fact 500 bedeutet dabei Transfektion mit erfin- 
Neomyzin eine deutlich hdhere Transfektionseffizienz dungsgemafiem Vektor ohne NTS-Sequenz, Selektion 
enndglicht als das klassische Konstrukt (160 gegenQber 30 mit 500 ug/ml Neomycin, p-Aktinpromotor. Die Abkflr- 
260 Koionien; beide Werte mit NTS). Ohne NTS ist kern zung p+NTS 500 bedeutet Transfektion mit erfin- 
Unterschied zu erkennea dungsgemflBem Vektor mh NTS-Sequenz, Selektion 

mit 500 ug/ml Neomycin, p- Aktinpromotor. Die Zahlen 
Beispiel 3 1000 bzw. 2000 geben die Selektion mit 1000 bzw. 

35 2000 ug/ml Neomycin an. 
Produktion des Transgens (hier: G-CSF) Die Anzahl n » 16 usw. bezieht sich auf die Menge an 

untersuchten Klonen pro Experiment und belegt die 

In der Praxis ist nicht nur die Transfektionseffizienz Aussagekraftdes Versuches. 
bedeutend, viel wichtiger ist die hohe Expression des Wenn die Vektoren die NTS-Sequenz aufwiesen, 
vom Transgen kodierten Proteins. Bei diesem Versuch 40 konnte eine deutliche Steigerung der Produktion mh 
wurden die gemaB Beispiel 1 und 2 erzeugten Klone steigender Neorayzin-Menge festgestellt werden. In 
weiterverwendet Ober gut isolierte Koionien wurden Abb. 6 sind die entsprechenden Vektoren in den Spaiten 
kleine Piastikzylinder gestQlpt, die im Zylinder liegen- NG500 bis NG3000 dargestellt und in Abb. 7 in den 
den Zellen isoliert und in neue, abge trennte Kulturgef ft- Spaiten p + NTS500 bis p + NTS2000. Die NTS-Sequenz 
Be umgesetzt Diese Klone wurden so weit expandiert, 45 scheinteinendirekten EmfluBauf dieTranskription aus- 
- bis sie etwa eine Flache von' 1 cm 2 bewuchsen. Hierbei zuQben. Der Effekt einer KopiezahlerhOhung kann fast 
wird eine 24-Lochplatte verwendet Wahrend des ausgeschlossen werden, da alle sehr gut produzierenden 
Wachstums sezernieren die Zellen laufend das Transgen Klone nur ein bis 2 Kopien pro Genom haben. Dies ist 
(hier: G-CSF) ins Kulturmedium, in dem es dann nach- weniger als die durchschnittliche Anzahl der Kopien 
gewiesen werden kann. Zura Nachweis wird das Kultur- 50 gemessen an Mischkulturen aus vielen Koionien, die 7 
medium vollst&ndig von den Zellen entfernt und durch bis 10 Kopien pro Genom beim Doppel- RNA-Vektor 
frisches Medium ersetzt Nach einem bestimmten Zeit- oder 2 bis 3 Kopien beim IRES- Vektor enthalten. Da die 
raum, hier 24 Stunden, wird das Medium fur die G-CSF- Erhdhung der Neomyzinkonzentration allein bei der 
Bestimmung entfernt und dann im ELISA auf den Zyto- Selektion keinen positiven Effekt auf die Transgenpro- 
kingehalt hin Oberprttft 55 duktion hat, konnte eine Erklarung darin gesehen wer- 

Um mdglichst hohe Expression des Transgens zu er- den, daB die NTS-Sequenz eine lokale Verbesserung der 
halten, wurden die transfizierten KMST-6-ZeIlen bei Chromosomenstruktur herbeifflhrt 
verschiedenen Neomyzinkonzentrationen selektioniert Die beiden Abb. 6 und 7 zeigen deutlich, daB der er- 
Die Verwendung hoher Konzentrationen (bis 3 mg/ml findungsgemafle Vektor eine signifikant hdhere G-CSF- 
Neomyzinsulfat) sollte den Klonen, die hdhere Neo-Re- 60 Produktion erlaubt als der aus dem Stand der Technik 
sistenz aufbauen konnten, besseres Oberieben garantie- vorbekannte Vektor. Wahrend der Vektor des klassi- 
rea Im Fall des Doppel-RNA-Plasmids beim klassi- schen Typs ohne NTS im Mittel nur etwa 5 ng/24 Stun- 
schen Vektor soli die Steigerung der G-CSF-Produktion den und 24-Lochplatte produziert, liegt der Mittelwert 
als Begleiterscheinung auftaucben (hohe Neomyzinresi- beim eifindungsgem&Ben Vektor bei 50 ng. NTS und 
stenz nur bei multiplen Kopien, beim Einbau des Plas- 65 hoher Neomyzinseiektionsdruck erhdhen die Produkti- 
mids an besonders gOnstigen Stellen im Chromosom on beim erfmdungsgemaBen Vektor auf Qber 100 ng. 
oder - bei NTS - lokale Akuvitierung des Chromo- Auf der Ebene der Einzelklone erlaubt der klassische 
soms nach Einbau des Plasmids). Beim erfmdungsgema- Doppel-RNA- Vektor maximal die Produktion von 
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100 ng/24 Stunden und 24-Lochplatte, dcr IRES-Vektor 
aber bis zu 450 ng G-CSF. Nicht berQcksicbtigt wird 
hierbei, daB der p-Aktin-Promotor, wie im erfindungs- 
gemfiBen Vcktor verwendet nur etwa 50% Aktivitflt 
des CMV-Promotors besitzt 3 

:Beispicl4 



Urn die Expression eines Transgens in den erfin- 
dungsgemaBen Vektoren nachzuweisen, wurden ver- 10 
schiedene Vektoren konstruiert, die schematisch in 
Abb. 8 dargestellt sind Die dort verwendeten AbkQr- 
zungen haben folgende Bedeutungen: CMV « frtther 
Promotor von CMV; IL-2 = cDNA fQr menschliches 
Interleukin-2; G-CSF « cDNA fOr menschlichen Gra- 15 
nuIocyten-Kolonie stimulierenden Faktor; Neo r = 
cDNA fur Neomycin-Phosphotransferase; TK » 
cDNA fur Thymidinkinase von Herpes simplex Virus; 
IRES - interne Ribosomeneintrittssequenz (von Ence- 
phdonryocarditis- Virus); poly A « kleines Intron und 20 
Polyadenylierungssignal von Virus SV40; Kinker <=» 
"Scharnier". Bei dem Vektor pNeoCMVIL23 handelt es 
sich um einen klassischen Vektor mit zwei Promotoren. 
Die anderen in Abb. 8 dargesteilten Vektorkonstrukte 
stellen AusfOhrungsfonnen des erfindungsgemafien 25 
Vektors dar. Als Transgen wurde entweder 
Interleukin-2 oder G-CSF verwendet 

Bei einem Transf ektionsversuch wurden Balb3T3 Zei- 
len durch kationische Lipofektion mit den Piasmiden 
P NeoCMVlL23 ( pCMVJL2iresNEO und 30 
pCMV.NEOire$lL2 transfiziert Alle Plasmide waren 
vor der Transfektion durch Verdau mit dem Restrik- 
tionsenzym Seal iinearisiert worden. Bei den drei Pias- 
miden konnte kein Unterschied in der Transf ektionseffi- 
zienz beobachtet werden. Von jedem Transfektionsan- 35 
satz wurden zufailig ausgewahlt 15 Klone, die stabil 
transfiziert Resistenz gegenOber G 418 aufwiesen (1 mg 
G 418 pro ml Wachstumsmedium). Diese Klone wurden 
auf Selektion von IL-2 untersucht Es zeigte sich, daB bei 
den Klonen, die mit Plasmid pCM VJL2iresNEO transfi- 40 
ziert wurden, eine Expression von 348 (± 293) interna- 
tionale Einheiten IL-2 pro 10* Zellklone und 24 Stunden 
aufgefunden wurde, wohingegen die IL-2-Produktion 
von mh pNeoCMVIL23 transfizierten Klonen (her- 
kdmmficher Vektor) deutlich niedriger war (197 ± 299 43 
internationale Einheiten/10 6 Klone x 24 Stunden). 

Ein anderes wichtiges Ergebnis dieses Versuches ist, 
daB alle mit ei-findungsgemaBen Vektoren transfizierten 
Klone, die neomycinresistent waren, bohe Konzentra- 
tionen von IL-2 produzierten, wohingegen drei Klone, 50 
die mit herkammlichem Vektor transfiziert wurden, 
kein IL-2 produzierten. Neomycinresistenz weisen diese 
Klone jedoch auf, da sie sonst nicht bei den Selektions- 
bedingungen hatten wachsen kdnnen. 

55 

BeispielS 

Zur Oberprttfung der in vivo Expression von Trans- 
genen mit Hilfe der erfindungsgemaBen Vektoren wur- 
de menschliches G-CSF ausgewahlt da die Bestimmung 6 o 
von Leukozytenzahlen im peripheren Blut von Mausen 
eine einfache Bestimmung der Aktivitat des Transgens 
in vivo erlaubt Bei den Versuchen wurden hoch aggres- 
sive Mause-CMS-5-Fibrosarkomazellen mit den Vekto- 
ren pCMV.GCSFiresNEO, pCMV.GCSFJresTK^EO 65 
bzw. pCMV.GCSFiresNEO/TK transfiziert Da das 
letztgenannte Plasmid nur eine geringe Resistenz ge- 
genOber G 418 vermittelte, wurde es nicht weiter bei 



den Versuchen verwendet Bei den transfizierten Zellen 
wurde folgende durchschnittliche Sekretion von G-CSF 
bestimmt: 

Bei Zellen transfiziert mit pCMV.GCSFiresNEO: 1,2 
( ± 1,5) mg/10 6 Zellen x 24 Stunden und 
bei pCMV.GCSFiresTK/NEO: 037 ( ± 0,12) ug/10« Zel- 
len x 24 Stunden. Durch Zugabe von Gancyclovir konn- 
te eine deutliche Hemmung des Wachstums der letztge- 
nannten Zellen (mit Thymidinkinasegen) beobachtet 
werden, wohingegen kaum eine Hemmung bei den Zel- 
len auftrat, die mit pCMV.GCSFiresNEO transfiziert 
wurden. 

Um die Funktion des chimaren Selektionsgenes in 
vivo zu testen, wurden die wie oben beschrieben transfi- 
zierten Zellen Mausen vom Balb/c Stamm injiziert Da- 
bei wurden jeweils 2,5 x 10* Zellen in je 6 Mause inji- 
ziert 

Sieben Tage nachdem die transfizierten Tumorzellen 
injiziert worden waren, wurden jeweils drei Mause von 
jeder Testgruppe 2 x taglich intraperitoneal mit 15 mg 
Gancyclovir pro kg Kdrpergewicht fur 18 Tage behan- 
delt Bei alien Tieren wurde das Tumorwachstum und 
die Anzahl der Leukozyten im peripheren Blut gemes- 
sen. 

Die Gruppe, die Zellen erhielten, die mit dem Vektor 
pCMV.GCSFiresNEO transfiziert worden waren (also 
ohne Thymidinkinasegen) entwickelte bis auf eine Aus- 
nahme Tumoren und diese Here muBten nach 2 Wo 
chen getdtet werden. All die Here aus dieser Gruppe, 
die GCSF-sekretierende Tumoren aufwiesen, die sich 
unter Gancyclovirbehandlung nicht zurQckbildeten, 
zeigten exponential steigende Leukozytenzahlen. 

Im Gegensatz dazu bildeten sich alle Tumoren, die 
das TK/Neo r - Fusionsprotein exprimierten, vdllig unter 
Gancyclovirbehandlung zurOck, wobei auch die Leuko- 
zytenzahl zum Ausgangswert zurOckkehrte. 



PatentansprQche 

1. Vektor zur Transfektion von Zellen, dadurch ge- 
kennzeichnet daB er eine Expressionskassette mit 
mehr als einem Qstron aufweist die in Richtung 
vom 5'-Ende zum 3'-Ende folgende BestandteUe 
aufweist: 

a) wenigstens ein regulatorisches Element; 

b) ein zu exprimierendes Gen; 

c) eine interne Ribosomen-Eintrittssequenz 
(IRES); 

d) einSelektionsgen. 

2. Vektor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net daB das regulatorische Element einen Promo- 
tor umf aBt, der ausgewahlt sein kann aus der Grup- 
pe bestehend aus CMV-Promotor und fJ-Aktinpro- 
motor und gegebenenf alls weitere verstarkend wir- 
kende BestandteUe aufweist 

3. Vektor nach einem der AnsprOche 1 oder 2, da- 
durch gekennzeichnet daB das zu exprimierende 
Gen ausgewahlt ist aus Genen, die kodieren fur 
lnterleukin-1 (IL-1), Interleukin-2 (IL-2), Interleu- 
kin-3 (IL-3), lnterleukin-4 (IL-4), Interleukin-6 (IL- 
6) , Granulocyten-Kolonie stimulierendem Faktor 
(G-CSF)»Granulocyten-Makrophagen-Kolonie sti- 
mulierendem Faktor (GM-CSF), Stammzellfaktor 
(SCF), Erythropoetin (EPO), Tumornekrosefaktor- 
a (mF-a\ Interferon-a (IFN-a), Interferon-p 
(IFN-p)odermterferon-v(IFN-v> 

4. Vektor nach einem der AnsprOche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet daB die interne Ribosomen- 
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eintrittssequenz (IRES) ausgewahlt 1st aus den in- 
ternee Ribosomentintrittssequenzen, die ursprQng- 
Gch aus Picornaviren oder dem Encephalomyocar- 
ditis-Vinis herstammea 

5. Vektor nacb ernem der AnsprOche 1 bis 4, da* 5 
durch gekennzeichnet, daB das Selektionsgen aus- 
gewahlt ist aus Resistenzgenen gegen Antibiotika, 
insbesondere dem Neomycin-Phosphotransferase- 
Gen und dem Hygromycin-Phosphotransferase- 
Gen. 10 

6. Vektor nach einem der AnsprOche 1 bis 5, da- 
durcb gekennzeichnet, daB das Selektionsgen um- 
faflt cDNA des Thymidin-Kinase-Gens von Herpes 
simplex, fusioniert an DNA 1 kodierend fur Neomy- 
cin-Phosphotransferase oder Hygromycin- 15 
Phosphotransferase. 

7. Vektor nach einem der vorhergehenden AnsprO- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB der Vektor in 
Transkriptionsrichtung nach dem Selektionsgen ei- 
nen Genbereich Intron/poly AD aufweist 20 
& Vektor nach einem der vorhergehenden AnsprO- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB der Vektor am 
3'-Ende des Konstruktes eine NTS-Sequenz auf- 
weist 

9t Vektor nach einem der vorhergehenden Ansprfl- 25 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Expressions- 
kassette zwei CSstrons aufweist 
ia Eukaryotische Zelle, dadurch gekennzeichnet, 
daB sie mit einem Vektor nach einem der AnsprO- 
che 1 bis 9 transfiziert wurde. 30 

1 1. Eukaryotische Zelle nach Anspruch 10, dadurch 
gekennzeichnet, daB es sich urn eine humane Zelle 
handeh, ausgewfihlt aus der Gruppe umfassend Fi- 
broblasten, Knochenmarkstammzellen, Vorlfiufer- 
zellen von weiBen Biutkdrperchen, Langer- 35 
hans'sche ZeDen und dendritische Zellen. 

12. Verwendung von Zellen nach einem der An- 
sprOche 10 oder 11 zur Expression von Genen in 
vitro. 

IX Verwendung von Zellen nach einem der An- 40 
sprflche 10 oder 11 zur Expression von Genen in 
vivo, wobei die transfizierten Zellen Patienten ver- 
abreicht werden und die Zellen das klonierte Gen 
im Patienten exprimieren. 

14. Verwendung von Zellen nach Anspruch 10 zur 45 
Expression von Genen in vivo, wobei die Zellen 
Nutztieren verabreicht werden und die Zellen das 
klonierte Gen in den Nutztieren exprimieren. 
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G-CSF-Produktion in KM ST- 6 Zellen ait doppel RNA-Plasmid 
nit " CMV-Promotor mit und ohna NTS; selektioniert bei 
verschiedenen Neomycin-Konzentrationen 
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G-CSF-Produktion von ausgewahlten Klonen 



Abb. 6 



602 043/91 



ZEICHNUNGEN SEITE 7 



Nummer: 
IM. a»: 

Offenlagungsteg: 



DE195 14310 A1 
C12N 18/79 

24. Oktober1996 



G-CSF-Produktion in KMST-6 Zellen ait Plasmid (S-Actin; 
IRES; Neo r ) mit und obna HTS-Sequanz ; selektioniert bei 
verschiedenen Neonycin-Konz exitrat ionen 
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